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1 Einleitung
1.1 Biomaterialien in der Medizin
„A nonviable material used in a medical device, intended to interact with biological sys-
tems.“ — auf diese Weise definierte Williams 1987 den Begriff Biomaterial.
Biomaterialien umfassen ein sich stetig im Fluss befindliches Gebiet, dessen junge His-
torie erst etwa ein halbes Jahrhundert zurück liegt. Seitdem sind dank der intensiven
interdisziplinären Wissenschaft enorme Fortschritte gemacht worden, von denen Men-
schen weltweit profitieren. So wurde 1949 mit der ersten intraokularen Linsenimplan-
tation von Sir Harold Ridley (Amzallag und Pynson, 2007), einem Meilenstein in der
Ophthalmologie, der Durchbruch der Kataraktchirurgie eingeläutet; einem Durchbruch,
dem im Jahr 2003 allein in den USA 1.35 Millionen Menschen ihre Sehkraft zu verdan-
ken haben (Kottler et al., 2003). In Deutschland sind es jährlich rund 600.000 Menschen,
denen eine getrübte Augenlinse ersetzt wird (Auffarth, 2004). Auf Ridleys Arbeit folgten
weitere wissenschaftliche Höhepunkte durch den Einsatz von Biomaterialien in anderen
Fachbereichen. So wurde 1943 ein erstes Dialysesystem von Willem Kolff verwendet und
1952 die erste Gefäßprothese implantiert. Kurz darauf wurde die erste Hüftprothese von
Sir John Charnley erfolgreich eingesetzt und im Jahre 1966 die erste Implantation eines
linksventrikulären Unterstützungssystems von Michael DeBakey vorgenommen. Bioma-
terialien nahmen eine rasante Entwicklung bis hin zu den sogenannten „designed bioma-
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terials“, zu denen die beschichtbaren Polymere der heutigen Zeit gezählt werden; wie z.B.
die Silikone, deren Entwicklung in den 60er Jahren begann und die elementare Bausteine
unserer gegenwärtigen Medizin geworden sind (Ratner et al., 2004) (Xu et al., 2005).
Alle Biomaterialien stehen bei ihrem klinischen Einsatz in Kontakt mit Körpergewebe.
Aus diesem Grund muss das Implantat nicht nur die körpereigene Funktion am Implan-
tationsort ersetzen, sondern es muss auch biokompatibel sein. Williams führte 1987 die
im Rahmen eines Kongresses der European Society for Biomaterials 1986 festgesetzte
Definition für Biokompatibilität an als “the ability of a material to perform with an appro-
priate host response in a specific application“ (Wintermantel und Ha, 2008) (Ratner et al.,
2004).
Hinter dieser simpel erscheinenden Definition verbergen sich weitreichende Anforderun-
gen an ein Biomaterial. Es muss sich sowohl strukturell an das Empfängergewebe anpas-
sen, als auch in seinen chemischen, physikalischen, biologischen und morphologischen
Oberflächeneigenschaften in das Gewebe einfügen. Zwischen Biomaterial und Körper-
gewebe sollten weder unerwünschte Wechselwirkungen auftreten noch sollte es toxisch
sein; gleiches gilt für die Substanzen, welche vom Material losgelöst werden könnten.
Um die Biokompatibilität eines Materials zu überprüfen, können in-vitro und in-vivo
Tests durchgeführt werden. In-vitro Tests sind in ausreichender Anzahl und somit Ver-
gleichbarkeit zu erstellen und sind die ersten Hürden zur Etablierung eines neuen Im-
plantationsmaterials. Trotz der Unverzichtbarkeit von in-vivo Tests, legen in-vitro Un-
tersuchungen den Grundbaustein für die Sinnhaftigkeit weiterführender Tests und geben
Hinweise auf Unverträglichkeiten und Toxizitätsreaktionen. Wie auch in dieser Arbeit
geschehen, sind in-vitro Zytotoxizitätsprüfungen in Anlehnung an die Europäische Norm
EN ISO 10933-5 “Prüfungen auf in-vitro Zytotoxizität“ vorzunehmen (International Stan-
dards Organization, 1999).
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1.2 Moderne Biomaterialien in der Ophthalmologie
Der Nutzen von Polymeren in der Medizin hat sich seit der Einführung in den 60er Jahren
rasant weiterentwickelt und auch das Gebiet der Ophthalmologie beschäftigt sich seither
mit der Optimierung von Polymeren zur intraokularen Anwendung - wie im Folgenden
ersichtlich.
1.3 Irisdiaphragma
Irisdiaphragmata werden zur Rekompartimentierung des Auges z.B. bei Silikonöltampo-
naden nach Netzhautablösung und Aniridie oder Phthisis angewandt. Das Irisdiaphragma
wird in der Iris- oder Sklera-Region fixiert. Die angelegte Ando-Iridektomie unterstützt
die Zirkulation des Kammerwassers und verhindert auf diesem Weg den direkten Kon-
takt zwischen Silikonöl und Endothel. Dieser sollte aufgrund der resultierenden Horn-
hautendothelschädigung mit folglich auftretender bandförmiger Keratopathie vermieden
werden. Prophylaktisch kann ein künstliches Irisdiaphragma eingesetzt werden. Recht
publik ist z.B. das künstliche Irisdiaphragma nach Heimann, welches mit zentraler Pu-
pillaröffnung die in-vivo Situation imitiert (Heimann und Konen, 1992). Aber auch arti-
fizielle geschlossene Diaphragmata z.B. aus Silikon befinden sich im klinischen Einsatz
(Thumann et al., 1997). Durch Irisdiaphragmaimplantation wird ein Silikonöl-Endothel-
Kontakt nach Thumann et al. bei ca. 50% der Augen, in neueren Studien von Keller et al.
bei 61% der Augen verhindert (Keller et al., 2003).
1.4 Silikon als Implantatmaterial
Silikon wurde Anfang des 20. Jahrhunderts vom englischen Chemiker Frederick Stanley
Kipping entdeckt, als er einen harzartigen Stoff bei seinen Experimenten fand, den er Si-
likon nannte. Nach weiterer Forschung fanden der US-amerikanische Chemiker Eugene
G. Rochow und der deutsche Chemiker Richard Müller im Jahre 1940 eine Möglichkeit
zur technischen Herstellung des Silikons aus Methylchlorid und Silizium, die als wichtige
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Zwischenprodukte zur Herstellung der Silikone gelten. Noch heute wird das Herstellungs-
verfahren als Müller-Rochow-Synthese beschrieben. In den 60er Jahren des 20. Jahrhun-
derts wurde Silikon in die Medizin eingeführt (Habal, 1984). Silikon, vor allem dessen
lineares Polymer Polydimethylsiloxan (PDMS), bietet der Medizin aufgrund seiner vor-
teilhaften Materialeigenschaften wie Inertheit, minimaler Reaktion mit der biologischen
Umgebung, guter Verarbeitungsmöglichkeit, geringen Kosten und, nicht zu vergessen,
seiner sehr guten Biokompatibilität viele Anwendungsoptionen. So öffnete sich in der
Medizin ein großes Feld von Applikationsmöglichkeiten bis hin zu intraokularen Silikon-
ölinstillationen, die mit Einführung der vitreoretinalen Chirurgie 1962 einen festen Platz
in der Ophthalmologie eingenommen haben. (Szurman und Bartz-Schmidt, 2000)
1.4.1 Physikalische Eigenschaften
Silikonöl entsteht durch Quervernetzungen (Vulkanisierung) von flüssigem, aus linearen
Polymeren bestehendem Silikon, dessen chemische Eigenschaften dahingehend verän-
dert werden, dass sein Molekulargewicht in einen öligen Zustand erhöht wird. Silikon-
öle bilden eine hohe Oberflächenspannung gegen Wasser; sie sind hydrophob, farblos,
transparent und sauerstoffdurchlässig. Es werden meist Silikone ohne Phenylgruppen wie
Polydimethylsiloxane verwendet, um eine eventuelle Toxizität durch aromatische Abbau-
produkte zu verhindern (Hilgers, 2001). Im klinischen Alltag werden verschiedene Sili-
konöle verwendet, welche sich hinsichtlich ihrer Viskosität voneinander unterscheiden;
das mit 5000 mPa·s höhervisköse Silikonöl, sowie die 1000 mPa·s und 2000 mPa·s Si-
likonöle mit geringerem Viskositätsgrad. Schwere Öle werden chemisch beschwert wie
z.B. Densiron 68 oder Oxane HD.
1.4.2 Indikationen Silikonöltamponade
Die Endotamponade mit Silikonöl, hat sich seit Beginn der vitreoretinalen Chirurgie 1962
(Cibis et al., 1962) zum Goldstandard für komplexe Fälle entwickelt. Indikationen sind
z.B. die Behandlung der proliferativen Vitreoretinopathie (PVR), die Tamponade kompli-
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zierter retinaler Foramina– hierbei wird die Reablationsrate begrenzt– , die Behandlung
der proliferativen diabetischen Retinopathie, die Stabilisierung des intraokulären Milieus
als auch die Therapie nekrotisierender Retinitiden. In seltenen Fällen wird die Silikonölt-
amponade als Dauertamponade z.B. bei persistierender Hypotonie angewandt.
Der Tamponadeeffekt wird mechanisch durch den direkten Kontakt mit der anliegenden
Netzhaut (Fawcett et al., 1994) sowie, bei noch nicht anliegender Netzhaut, durch die
Blockade des Flüssigkeitsaustritts zum Foramen hin unterstützt (Goldbaum et al., 1998).
Des Öfteren ist eine zusätzliche Silikoncerclage, zum erfolgreichen Tamponadeeffekt not-
wendig. Der höchste Tamponadeeffekt wird aufgrund des o.g. Dichteunterschieds am
Apex der Silikonölblase erreicht. Wenig Aussicht auf Erfolg hat die Tamponade der in-
ferioren oder posterioren Zirkumferenz. Diese reicht in diesen Fällen häufig nicht aus,
insbesondere, wenn bereits proliferative Veränderungen vorliegen (Engelmann und Herb-
rig, 2008).
1.4.3 Silikonöl und Komplikationen
Jeder Eingriff mit Silikonöl birgt Komplikationsrisiken, welche den Einsatz der Instillati-
on limitieren. Im vorderen Augenabschnitt tritt speziell Kataraktbildung in nahezu allen
phaken Augen auf (Riedel et al., 1990). Ursache ist am ehesten eine durch das Diffusi-
onshindernis Silikonöl bedingte Mangelernährung der Linse. Das Phänomen der Emul-
sifikation wird durch Herabsetzen der Oberflächenspannung und Ausübung von Scher-
kräften durch Augensakkaden ausgelöst und kann bei Ablagerung der Bläschen im Tra-
belwerk, neben anderen silikonassoziierten Faktoren, das silikonbedingte Sekundärglau-
kom begünstigen (Ichhpujani et al., 2009). Auch eine bandförmige Keratopathie wird bei
Silikonöl-Hornhautendothel-Kontakt (Sternberg et al., 1985) z.B. infolge von Aniridie
nach Trauma oder bei hypotonen Augen beobachtet.
Im hinteren Augenabschnitt kann Silikonöl das Wachstum epiretinaler Membranen nicht
verhindern, limitiert jedoch ihre Kontraktion und Ausbreitung (Gonvers und Thresher,
1983). Auffallend ist die besondere Proliferationsform, welche mit einer Silikonöltampo-
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nade einhergeht, die perisilicone proliferation, da diese sich histologisch von den gängi-
gen PVR-Membranen unterscheidet. Ob dies im Rahmen eines eigenständigen Proliferati-
onsreizes oder durch Fortschritt eines bereits präoperativ existierenden Prozesses auftritt,
ist ungeklärt (Szurman und Bartz-Schmidt, 2000) (Foster, 2008).
1.5 Oberflächenmodifikationen
Trotz den Materialvorzügen bei Implantation von Silikonen bestehen die im Vorabschnitt
erläuterten klinischen Probleme. Insbesondere kann die hydrophobe Oberfläche des Si-
likons zu vermehrter Zelladhäsion und -fibrose führen. Im Auge ist dieser Vorgang ver-
heerend, da die Transparenz der Lichtachse eine absolute Voraussetzung für ein intaktes
visuelles System ist. In den 80er-Jahren des vorigen Jahrhunderts erkannte man diese
Problematik und versuchte das Silikon mithilfe von Oberflächenmodifikationen zu opti-
mieren (Habal, 1984).
In den letzten Jahren ist es zu einem Boom in der Forschung moderner Oberflächen-
beschichtungen von Biomaterialien gekommen und die Nachfrage nach implantierbaren
Beschichtungen steigt unter Betrachtung der Literatur unentwegt an. Es werden verschie-
denste Oberflächenbeschichtungen entwickelt, mit dem Ziel, die Wechselwirkungen bei
Implantation mithilfe der Beschichtung im positiven Sinne zu modifizieren und gleichzei-
tig die Materialeigenschaft der Grundsubstanz zu bewahren.
Die Struktur und chemische Zusammensetzung der Implantatoberfläche bestimmt haupt-
sächlich die biologische Antwort von implantierten Biomaterialien und deren Langzeit-
verträglichkeit (Wintermantel et al., 2009). Ein wichtiger Faktor bei implantierten Bio-
materialien ist die bei in-vivo Implantation in Gang gesetzte Proteinadsorption an der Po-
lymeroberfläche (Brash, 2000). Diese unspezifischen Proteinbindungen von Plasmapro-
teinen induzieren immunologische Effekte, die Entzündungsvorgänge und eine mögliche
Abstoßung des Implantates bewirken können. Das Ziel des implantierten Biomaterials
wäre verfehlt. Insbesondere bei Silikonen bzw. PDMS als Biomaterial resultiert deren ho-
he Hydrophobizität in einer Adsorption von signifikant hohen Proteinmengen (Bartzoka
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et al., 1999). Dies kann mithilfe von bestimmten Oberflächenbeschichtungen, z.B. mit
Biomolekülaufpfropfung oder Schaffen von hydrophilen Funktionsbereichen, versucht
werden zu minimieren (Montdargent und Letourneur, 2000).
1.5.1 NCO-sP(EO-stat-PO)
Zur Suppression adsorptiver Prozesse kann PDMS mit sternförmigen Polymeren (NCO-
sP(EO-stat-PO)) beschichtet werden. Es sind synthetische Polymere, deren Rückgrat aus
80% Ethylenoxid und 20% Propylenoxid besteht und deren sechsarmige Struktur reaktive
Isocyanat-Endgruppen besitzt (Dalton et al., 2008). Ein Modell dieser Beschichtung ist in
Abbildung 1.1 zu sehen.
Abbildung 1.1: NCO-sP(EO-stat-PO)-Beschichtung aus (Groll, 2004a).
1.5.2 Heparin
Heparin ist ein sulfatiertes Polysaccharid, welches der Familie der Glycosaminoglykane
angehört. Die Bausteine sulfatierte Glukosamine, Uronsäuren und ß-D-Glukuronsäuren
bilden das medizinisch bedeutsame anionische Polysaccharid. Diese Bausteine werden
an Position α1 − 4 zu einem linearen Polysaccharid verbunden.
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Heparin interagiert mit wichtigen Proteinen und hat somit bedeutende Funktionen zur
biologischen Steuerung inne. Die wohl bekannteste Funktion von Heparin ist eine durch
Komplexbildung hervorgerufene Potenzierung der Antithrombin III- Reaktion (Capila
und Linhardt, 2002) um ein Vielfaches. Antithrombin III bindet irreversibel aktivierte
serintragende Gerinnungsfaktoren und inaktiviert sie auf diese Weise. Der Haupteffekt
findet durch die 2000fache Inhibition der Thrombin- (Björk und Lindahl, 1982) sowie
Faktor Xa-Aktivität statt. Auch in dieser Arbeit wird Heparin eingesetzt, gebunden an
oben genannte NCO-sP(EO-stat-PO)-Moleküle. Ob der Einsatz von Heparin einen Bei-
trag zur Biokompatibilität leistet, wird weiter unten diskutiert.
Das Versuchsmaterial wird gesetz DIN EN ISO 10993-5 mithilfe von L929-Mäusefibro-
blasten als etablierte Zellform auf Biokompatibilität hin überprüft. Dabei wird Heparin-
NCO-sP(EO-stat-PO)-modifizierte Silikonfolie mit einer alleinig NCO-sP(EO-stat-PO)-
beschichteten Folie und einem in der Medizin breit eingesetzten Polydimethylsiloxan
verglichen. Positiv- sowie Negativkontrollen werden mitgeführt. Die Analytik umfasst
sowohl Tests in direktem als auch in indirektem Kontakt der Fibroblasten mit den Folien
bzw. Folienextrakten auf Morphologie, Vitalität, Proliferation und Stoffwechselaktivität.
2 Zielsetzung
Ziel dieser Arbeit ist eine Biokompatibiliätsprüfung eines zur möglichen intraokularen
Implantation optimiert beschichteten Silikons. Das Material sollte dahingehend modifi-
ziert sein, dass das Problem der Zellproliferation, welches gehäuft bei intraokularen Im-
plantaten vorkommt, reduziert werden kann ohne an biologischer Verträglichkeit einzu-
büßen. Aus diesem Grund ist ein Material mit hoher hoher Biokompatibilität und antipro-
liferativen Eigenschaften wünschenswert. Transparenz ist Voraussetzung. Dabei soll das
Material u.a. einem Ballonprototypen dienen, der als Platzhalter und Glaskörperersatz
zum potentiellen in-vivo Gebrauch erprobt wird.
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3 Material und Methoden
3.1 Verwendete Kunststoffe und Besonderheiten
3.1.1 Polymere
Zur Anwendung kamen fünf unterschiedliche Polymere, wobei drei zu prüfende Polymere
und zwei Kontrollpolymere in die Tests eingebunden waren. Das Basissilikon, welches
das Grundgerüst für die Herstellung der Prüfpolymere darstellte, wurde von der Firma GE
Bayer Silicones als Silopren LSR 2660 in Form von zwei Komponenten bezogen, die im
Institut für Technische und Makromolekulare Chemie der RWTH Aachen ausgearbeitet
und als dünne Folie ausgezogen wurden. Anschließend wurde ein Teil der Silikonfolien
mit zwei differenten Zielbeschichtungen versehen, deren Herstellung in 3.2 beschrieben
ist. Die zu testenden Folien lassen sich in drei Gruppierungen unterteilen: Unbeschichtetes
Silikon, Silikon mit NCO-sP(EO-stat-PO)-Beschichtung und solches mit Heparin-NCO-
sP(EO-stat-PO)-Beschichtung.
Eine Biofolie der Firma Heraeus diente als Negativkontrolle, eine Polyvinylchloridfolie
der Firma Rehau als Positivkontrolle.
3.1.2 Silikon als Grundlage
Silikon wurde in der vorliegenden Arbeit als Beschichtungsbasis verwendet. Silikon ist
ein organisches Polymer auf Siliziumgrundlage. Die einzelnen Siliziumatome sind durch
Sauerstoffatome verbunden, die Restbindungsstellen mit organischen Gruppen, meist Me-
thylgruppen, abgesättigt. Die einzelnen chemischen Einheiten, die Siloxane, sind in der
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Länge variabel verbunden und können durch eine Quervernetzung die Viskosität des Sili-
kons beeinflussen.
Ein häufig erwähntes Silikonpolymer ist Polydimethylsiloxan. Je länger die PDMS-Kette,
desto höher ist die Viskosität des Polymers. Es ist durchsichtig, stabil und gilt als ungif-
tig. Bei der Polymerisierung entsteht durch Abbruch des Kettenwachstums mit Trimethyl-
gruppen das für die intravitreale Tamponade klassische Methyl-3,3,3-Polydimethylsiloxan.
Abbildung 3.1: Polydimethylsiloxan – chemische Struktur.
3.1.3 NCO-sP(EO-stat-PO) – Charakterisierung
Diese Oberflächenbeschichtung wurde in der Arbeitsgruppe von Klee et al. des Institu-
tes für Technische und Makromolekulare Chemie der RWTH Aachen aus sternförmig
konfigurierten Präpolymeren generiert, welche sechsarmig sind; wobei die Arme aus ei-
nem statistischen Copolymer bestehen, einem Polyether, dessen Hauptkomponenten aus
80% Ethylenoxid und 20% Propylenoxid gebildet werden. Isocyanatgruppen schlossen
die Copolymere als reaktive Endgruppen ab, und es entstanden die sternförmigen Poly-
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mere der NCO-sP(EO-stat-PO) Beschichtung. Sie sollen als zellabweisende Beschichtung
dienen. Weiterführende Informationen zur Charakterisierung der NCO-sP(EO-stat-PO)-
Beschichtung sind in (Groll, 2004b) beschrieben.
3.2 Folien – Verarbeitung und Charakteristika
3.2.1 Heparin-NCO-sP(EO-stat-PO)-Silikonfolie
Ein Hauptaugenmerk der Studie lag auf der Biokompatibilität dieser zu testenden Silikon-
folie mit NCO-sP(EO-stat-PO) und aufgepfropfter Heparinbeschichtung. Die Heparinbe-
schichtung schloss sich unmittelbar an die in Abschnitt 3.2.2 beschriebene NCO-sP(EO-
stat-PO)-Beschichtung an, indem die aus der NCO-sP(EO-stat-PO)-Lösung geholte und
leicht geschüttelte Silikonfolie unmittelbar für ein bis zwei Stunden in eine Heparinlösung
(120 mg Heparin / 120 ml H2O) gelegt wurde. Das weitere in Abschnitt 3.2.2 beschriebe-
ne Prozedere blieb bestehen. Die so hergestellte Heparin-NCO-sP(EO-stat-PO)-Folie ist
in Abbildung 3.2 zu sehen.
Abbildung 3.2: Heparin-NCO-sP(EO-stat-PO)-Silikonfolie
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3.2.2 NCO-sP(EO-stat-PO)-Silikonfolie
Die mit einem ultradünnen NCO-sP(EO-stat-PO)-Film beschichtete Silikonfolie wurde
in Vergleich zu der mit Heparin-NCO-sP(EO-stat-PO) beschichteten Silikonfolie unter-
sucht. Zur Beschichtung wurde das Dipcoating-Verfahren ausgewählt, bei welchem das
zu beschichtende Material in die NCO-sP(EO-stat-PO)-Lösung eingetaucht und nach de-
finierter Zeit entnommen wurde. Es wurden 1,2 g NCO-sP(EO-stat-PO) einer Molaren
Masse von 12000 g/mol in 12 ml Tetrahydrofuran gelöst und bidestilliertes Wasser in
einem Verhältnis von 9:1, dementsprechend 108 ml, zugegeben. Die Silikonfolie wurde
einer Vorbehandlung mit Ammoniakplasma für fünf Minuten unterzogen, um der Sili-
konfolie für die nachfolgende Beschichtung reaktive Gruppen anzuhängen. Nach Vor-
vernetzung der NCO-sP(EO-stat-PO)-Lösung (10 mg/ml) wurde die Silikonfolie in diese
getaucht und für fünf Minuten darin inkubiert, bevor sie aus der Lösung entnommen, nach
leichtem Schütteln mit phosphate buffered saline (PBS) und Seralwasser gewaschen, und
mit Stickstoff getrocknet wurde.
3.2.3 Unmodifizierte Silikonfolie
Diese unmodifizierte Silikonfolie wurde aus zwei Komponenten im Institut für Techni-
sche und Makromolekulare Chemie der RWTH Aachen erstellt, indem Komponente A
und B vermischt, für mindestens eine Stunde entgast und mit 25 ml Hexan versetzt ge-
schmeidiger gemacht wurde, bevor die Masse auf einer Teflonplatte mit einer 0,1 mm
Rackel ausgezogen wurde. Die ausgezogene etwa 0,1 mm dicke Silikonmasse erhärtete
für zwölf Stunden auf einem Libellenbrett und wurde anschließend im Trockenschrank
über vier Stunden bei 120◦C nachgetrocknet. Sie diente als Grundlage für die NCO-
sP(EO-stat-PO)- und Heparin-NCO-sP(EO-stat-PO)-Beschichtung. Chemisch gehört sie
zur Gruppe der Polydimethylsiloxane. Näheres zu dieser Stoffklasse ist in Abschnitt 3.1.2
erläutert. PDMS wurde als Basisgerüst für die Beschichtungen ausgewählt, da es aus-
führlich wissenschaftlich untersucht wurde und als Implantatmaterial in den vielen me-
dizinischen Fachgebieten weit verbreitet ist, wie die Silikoninstillation und Applikation
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intraokularer Linsen in der Ophthalmologie, Einsetzen von Mammaimplantaten in der
Gynäkologie und die Stentimplantation in der Gefäßchirurgie.
3.2.4 Biofolie
Biofolie wurde von der Firma Heraeus geliefert und ist als biokompatible Folienart be-
schrieben. Auf Grund dessen wird sie als Negativkontrolle für die Testreihen verwendet.
3.2.5 PVC-Folie
Die zytotoxische, bioinkompatible Folie aus Polyvinylchlorid (PVC) ist als Positivkon-
trolle in die Tests einbezogen.
3.3 Zellkultur – L929 als Versuchsobjekt
3.3.1 Charakterisierung der Zelllinie L929
Die in-vitro-Studien wurden mit Mausfibroblasten der Zelllinie L929 durchgeführt. Laut
lieferndem Unternehmen ATCC wurde der Klon 929 des Fibroblastenstammes L im März
1948 von der 95. Subkultur des Elternstammes isoliert. Der Elternstamm entsprang aus
subkutanem areolaren und adipotischen Gewebe einer 100 Tage alten, männlichen C3HAn
Maus. Stamm L war die erste kontinuierlich kultivierte Zelllinie und Klon 929 der ers-
te entwickelte Klon eines Zellstammes. Die permanente Zelllinie L929 wird seit Jahr-
zehnten in der ophthalmologischen Arbeitsgruppe des Uniklinikums Aachen verwendet
und von ATCC LGC Promochem GmbH , Wesel, Deutschland bezogen. Die Fibroblasten
wachsen als Monolayer und teilen sich unter optimalen Bedingungen alle 24 Stunden. In
Abbildung 3.3 ist die typische Zellstruktur lichtmikroskopisch zu sehen.
3.3.2 Allgemeine Zellpflege
Die Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen in einer Laminar-Flow-Bank
durchgeführt. Um sterile Bedingungen für die Zellkulturarbeiten zu schaffen, wurden
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Abbildung 3.3: Mausfibroblasten L929 am dritten Tag post Passagierung.
die Flächen und eingebrachten Materialien vor Verwendung mittels eines Verneblers mit
70% Ethanol benetzt und eine 15-minütige Einwirkzeit beachtet. Bereit zu legen waren
die Absaugvorrichtung, Falcontube mit Rack, Pipettierhilfe, Behältnis mit sterilen Pas-
teurpipetten, Glaspipetten in verschiedenen Größen, 75 cm2 Kulturflaschen, Sterilfilter,
10 ml-Spritzen, 5 ml-Spritzen, Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI-1640) +
10% fetales Kälberserum (FKS), PBS, Trypsin/EDTA-Lösung, mit 70% Ethanol benetz-
ter wasserresistenter Filzstift, Abwurf und 70%iger Alkohol mit Vernebler in Griffnähe.
Während den Arbeiten wurden mit 70%igem Alkohol dekontaminierte Einmalhandschu-
he getragen.
Die Kultivierung der Zellen erfolgte in handelsüblichen Zellkulturflaschen mit dem Uni-
versalmedium RPMI-1640 + 10% FKS, ohne Zusatz von Antibiotika, um möglichst na-
türliche Bedingungen zu schaffen. FKS bietet die zum Wachstum nötigen Wachstumsfak-
toren, Hormone, anorganischen Salze, Spurenelemente, Aminosäuren und Vitamine.
Alle Lösungen wurden im Wasserbad auf 37◦C erwärmt und wurden entweder vom Her-
steller steril geliefert, steril hergestellt oder im Labor steril filtriert. Ein Zellkultur-Inkubator
von Heraeus bot die nötigen Wachstums- und Standardbedingungen mit 37◦C, 5%CO2
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Abbildung 3.4: Laminar-Flow-Bank
und 95% Luftfeuchtigkeit. Ein Mediumwechsel mit pro Kulturflasche 10 ml 37◦C er-
wärmtem Medium erfolgte alle drei Tage.
3.3.3 Passagieren
Bei täglicher Mikroskopkontrolle wurden die Zellen bei 80 − 90%iger Konfluenz durch
ein Enzym vom Kulturflaschenboden gelöst, um sie in geringerer Konzentration etwa alle
fünf bis sechs Tage in neue Zellkulturflaschen auszusäen. Alle verwendeten Lösungen
wurden zuvor im Wasserbad bei 37◦C erwärmt.
Nach Verwerfen des Mediums unter der Sterilbank erfolgte eine zweimalige Spülung mit
je 5 ml PBS (0,1 M, ph 7,2) und Ablösung des Zellrasens mit 2 ml Trypsin 0, 25% /
EDTA 1 mM pro Kulturflasche. Während der Inkubation bei 37◦C unter Standardbedin-
gungen, ereignete sich nach etwa drei Minuten die mikroskopisch bestätigte Abrundung
der Zellpopulation vom Flaschenboden. Die Zellen konnten nach ihrer Abkugelung vom
Flaschenboden mechanisch gelöst werden. Diese Zellsuspension wurde, zur Inaktivie-
rung des Trypsins, in vorgelegten 10 ml RPMI-1640 + 10% FKS gelöst und anschließend
zehn Minuten bei 1000 U/min zentrifugiert. Das nach Zentrifugieren gebildete Zellpellet
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am Boden des Falcon-Röhrchens wurde mithilfe der Absaugvorrichtung freigelegt und in
5 ml RPMI-1640 + 10% FKS mit einer 5 ml Glaspipette unter wiederholtem Aufziehen
resuspendiert und somit die Zellen vereinzelt. Die Zellsuspension wurde 1:3 mit 10 ml
pro Flasche ausgesät.
3.3.4 Kryokonservierung und Auftauen
Die Mausfibroblasten wurden entweder im Flüssigstickstofftank gefroren aufbewahrt zur
Erhaltung eines Zellpools oder bei laufenden Versuchen im Brutschrank bebrütet. Zur
Kryokonservierung von Aliquots der Mausfibroblasten wurde wie unter 3.3.3 bis nach
Trypsinablösung verfahren. Anschließend erfolgte die Zellzählung, zehn Minuten Zen-
trifugation bei 1000 U/min. und Absaugen des Überstandes. Die Zellen wurden nun in
RPMI-1640, versetzt mit 5% Dimethyl sulfoxide (DMSO), resuspendiert und die Kryo-
röhrchen mit je 1 ml Zellsuspension befüllt. Über Nacht wurden diese in einer Isopropa-
nolbox bei - 70◦C eingefroren, um sie am nächsten Tag in den Flüssigstickstofftank bei -
196◦C zu überführen.
Zum Auftauen wurde ein Kryotube à 1 ml mit 106 Zellen aus dem Stickstofftank ent-
nommen und annähernd gänzlich aufgetaut. Dies sollte schnell und schonend geschehen
bei 37◦C im Wasserbad. Die Reinraumwerkbank wurde, wie in Abschnitt 3.3.2 beschrie-
ben, vorbereitet. Die fast vollständig aufgetauten Zellen wurden in ein mit 8 ml Medi-
um befülltes Falcontube überführt und für zehn Minuten bei 1000 U/min zentrifugiert.
Der Überstand wurde abgesaugt und verworfen und zum Homogenisieren 5 ml Medium
zugefügt. Zu in einem Falcontube vorbereiteten Medium à 10 ml wurde die Hälfte der
resuspendierten Zellen gelöst und zum Kultivieren im Brutschrank verschlossen. Nach
24-stündiger Inkubation unter Standardbedingungen wurde das Medium gewechselt um
eventuelle Reste des DMSO zu entfernen, da es die Vitalität der Zellen einschränkt.
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3.4 Zellbiologische Untersuchungen –
Biokompatibilitätsmessungen
Zellbiologische Untersuchungen sind bei Biokompatibilitätsmessungen von Prüfmateria-
lien der erste Bewertungsmaßstab. Hier können die Parameter möglichst stabil und nach-
vollziehbar justiert und eine große Probenanzahl genommen werden. Die Tests müssen
vorbereitet und die Zellzahl der auszusetzenden Mausfibroblasten eingestellt werden, be-
vor die direkte und indirekte Testung durchgeführt werden kann.
3.4.1 Bestimmung der Zellzahl
Die Zellen wurden wie unter 3.3.3 beschrieben bis zur Resuspension mit 5 ml RPMI-1640
+ 10% FKS verarbeitet. Von dieser Resuspensionslösung wurde eine Zellprobe genom-
men und mit 20 µl Trypanblaulösung im Verhältnis 1:1 gemischt und zur Zellzählung in
eine Neubauer-Zählkammer, siehe Abbildung 3.5 überführt. Die Zellen wurden unter dem
Durchlichtmikroskop mit einem Handzählinstrument ausgezählt und die Resuspensions-
lösung auf 30000 Zellen/ml für die direkten Tests bzw. 15000 Zellen/ml für die indirekten
Tests verdünnt.
3.4.2 Vorbereitungen der Biokompatibilitätsmessungen
Zur Vorbereitung der Biokompatibilitätsmessungen wurden die Testfolien und die Nega-
tiv- sowie Positivkontrolle mit einem Skalpell in 1 × 1, 5 cm große Fragmente zurechtge-
schnitten.
Für die direkten Tests wurden die Prüffolien durch einen ca. 0, 5 mm breiten Streifen
aus beidseitig haftender, biokompatibler Klebefolie an einem mit Alkohol gereinigten
Objektträger befestigt und beschriftet in Quadriperms zur Zentralsterilisation befördert.
Für die indirekten Tests wurden, different hierzu, die Folien nach Folienart sortiert in
beschriftete Filterpapierstreifen gelegt und zur Sterilisation freigegeben. Nach der Plas-
masterilisation wurden die Folien über Nacht im Lyophilisator oder drei Tage bei Raum-
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Abbildung 3.5: Neubauerzählkammer
temperatur entgast. Die Mausfibroblasten wurden aufgetaut wie in 3.3.4 und wie in 3.3.3
beschrieben zweimal passagiert. Die dritte Passage wurde nach Auftauen für die Biokom-
patibilitätsuntersuchungen verwendet.
Diese Vorbereitungen werden für die unten beschriebenen Tests als getroffen angesehen
und ausschließlich auf hierzu abweichende Vorgehensweisen hingewiesen. Die verwen-
deten Testkits können unter 3.5 nachgelesen werden.
3.4.3 Zytotoxizitätstests in direktem Kontakt
Bei Zytotoxizitätstests in direktem Kontakt wird das zu testende Material unmittelbar
mit einer definierten Zellzahl von 30000 Zellen/ml getestet. Jedes Well des Quadriperms
wurde mit 10 ml Zellsuspension befüllt und für 24 Stunden im Zellkultur-Inkubator unter
Standardbedingungen belassen, bevor die direkten Tests durchgeführt werden konnten.
Die Auswertung erfolgte licht- bzw. fluoreszenzmikroskopisch.
Es gab verschiedene Testmethoden, die zur Anwendung kamen: Der Morphologie-Test,
der fluoreszenzbasierte Vitalitätstest und der fluoreszensbasierte Proliferationstest.
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3.4.3.1 Zellmorphologische Untersuchung
Im Morphologietest wurden die auf das zu testende Polymer aufgebrachten Mausfibro-
blasten nach Anfärbung in ihrer Morphologie lichtmikroskopisch im Phasenkontrastmo-
dus beurteilt. Eine hierzu geeignete Methode ist die Hämalaunfärbung, bei der Mayers
saures Hämatoxylin als Anfärbemedium diente.
Die für mindestens zwanzig Minuten in 3, 7%igem Formaldehyd fixierten Testfolien wur-
den nach Spülen mit destilliertem Wasser für 10 min in Mayers Hämalaunlösung gefärbt.
Das bei saurem pH-Wert positiv geladene Hämalaun verbindet sich mit negativ gelade-
nen Phosphorgruppen der Chromatinnukleinsäuren im Zellkern. Das nachfolgende 20-
minütige Bläuen mit Leitungswasser bewirkt eine Alkalisierung und ist zur Färbung und
Fixierung des Präparates unerlässlich. Nach Lufttrocknung können die Proben lichtmi-
kroskopisch dokumentiert und bewertet werden.
3.4.3.2 Vitalitätstest – Immunfluoreszenz
Bei der Vitalitätsprüfung können vitale von toten L929-Zellen auf den Folien mithilfe des
Fluoreszenzmikroskopes bei abgedunkeltem Raum differenziert werden.
Zur Vitalitätsprüfung wurde pro Well und Objektträger 10 µl FDA-Stammlösung (5 mg
Fluoresceindiacetat/ml Aceton) und 50 µl EB-Stammlösung (0, 5 mg Ethidiumbromid/ml
physiologischer 0,9% NaCl-Lösung) zupipettiert und nach vorsichtigem Mischen für zwei
Minuten bei 37◦C inkubiert. Das farblose FDA permeiert die Zellmembran vitaler Zel-
len und färbt das Zytoplasma nach Spaltung durch aktive Esterasen in Fluorescein und
Essigsäure, wobei die grüne Färbung im Fluoreszenzmikroskop sichtbar wird. Ethidium-
bromid hingegen dringt nur durch geschädigte Zellmembranen hindurch. Es interkaliert
mit im Zytoplasma geschädigter Fibroblasten befindlichen Nukleinsäuren und färbt diese
fluoreszenzmikroskopisch sichtbar rot an. Die Probe wird anschließend mit PBS gespült
um überschüssige Reste der Fluoreszenzmarker zu entfernen, dekantiert, fluoreszenzmi-
kroskopisch untersucht und dokumentiert.
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3.4.3.3 Zellproliferationstest – Immunfluoreszenz
Zur Untersuchung der Zellproliferation kam ein Zellproliferationskit der Firma Roche
mit immunzytochemischer Fluoreszenzfärbung zur Anwendung. Der Assay detektiert
spezifisch in die Mausfibroblasten-DNA eingebautes fluoreszenzmarkiertes 5-Brom-2’-
Desoxyuridin (BrdU) anhand eines Fluorescein-konjugierten monoklonalen Antikörpers
und lässt somit Aussagen zur Zellproliferation und DNA-Syntheseaktivität zu.
Die nach Gratzner 1982 entwickelte Nachweismethode umgeht auf testspezifische und
einfach durchführbare Art und Weise die radioaktiven Prüfmethoden mit [3H]-Thymidin.
Auf die kultivierten Mausfibroblasten wurde nach ihrer Vorbereitung pro Folienobjekt-
träger 1 ml BrdU - Markierungslösung (= 100 µM BrdU), zusammengesetzt aus 990 µl
sterilem RPMI-1640 + 10% FKS-Medium sowie 10 µl BrdU-Markierungsreagenz, an
10 ml Medium pipettiert (= 10 µM BrdU). In der nachfolgenden 45-minütigen Inkuba-
tionszeit wird in die DNA der proliferierenden L929-Zellen das synthetische Thymidi-
nanalogon BrdU anstatt des Thymidins eingebaut. Im Anschluss wurde das Markierungs-
medium vorsichtig abgesaugt und die Objektträger dreimal in PBS gewaschen. Nach 45-
minütiger Fixation mit Fixativlösung aus 150 ml Glycin-Puffer (50 mM; pH 2,0) und
350 ml Ethanol (100%) wurden die Prüffolien zweimal mit PBS gewaschen. Einer Dena-
turierung der DNA mit 4 M Salzsäure über zehn Minuten folgten zwei bis drei weitere
Waschschritte mit PBS bis der pH-Wert > 6, 5 erreicht. Anschließend blockiert die Inku-
bation mit Puffer über zehn Minuten unspezifische Bindungen, bevor die Testfolien mit
100 µl Anti-BrdU-FLUOS-Antikörper-Arbeitslösung, bestehend aus 200 µl in Lösung
gebrachtem Anti-BrdU-Antikörper konjugiert mit Fluorescein und 800 µl Inkubations-
puffer, überschichtet wurden. Es schloss sich eine Inkubationszeit von 45 Minuten bei
37◦C in einer Feuchtkammer, erneute dreimalige Waschung mit PBS und schlussendlich
die fluoreszenzmikroskopische Analyse im abgedunkelten Raum an.
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3.4.4 Zytotoxizitätstest in indirektem Kontakt
Die Zytotoxizitätstests in indirektem Kontakt dienten dem zytotoxikologischen Nachweis
von potentiell aus den Folien in deren Umgebung bzw. das Auge austretenden toxikolo-
gisch relevant losgelösten Stoffen. Zur Herstellung der Extrakte wurden die zu testenden
Folien nach den entsprechenden Vorbereitungen für 72 Stunden in RPMI-1640 - Medium
ohne FKS, da die darin enthaltenen Proteine denaturieren würden, geschüttelt. Dabei wur-
den 6 cm2 Folienoberfläche bzw. zwei vorbereitete Folienstücke in 10 ml Falcontubes von
je 2 ml Medium bei 37◦C und einem eingebrachten Becherglas mit Wasser im Rüttler um-
spült. Die Extrakte wurden nach 72 Stunden, geordnet nach Folienart, in 96er Wellplatten
gegen das Medium der seit 24 Stunden inkubierten Mausfibroblasten ausgetauscht. Pro
Well wurden 100 µl Überstand gegen 100 µl Extraktlösung ausgetauscht und für weite-
re 24 Stunden im Zellkultur-Inkubator unter Standardbedingungen inkubiert, bevor der
WST-1- bzw. colorimetrische BrdU-Test durchgeführt werden konnte.
3.4.4.1 Zellproliferationstest – Colorimetrie
Zur quantitativen Messung der Zellproliferation wurde der BrdU - Enzyme-linked immu-
nosorbent assay (ELISA) analog zum direkten Proliferationstest durchgeführt. Er beruht
auf dem gleichen Prinzip des BrdU-Einbaus in neu synthetisierte DNA. Pro Well wur-
de 10 µl BrdU-labeling-Lösung, hergestellt aus 990 µl sterilem RPMI-1640 + 10% FKS
und 10 µl BrdU-labeling-Reagenz, pipettiert und die 96er Wellplatte nach zweistündi-
ger Inkubationszeit bei 37◦C im Zellkulturinkubator vorsichtig auf Zellstoff ausgeklopft.
Jedes Well wurde mit 200 µl FixDenat-Lösung überschichtet und diese nach weiteren
30 min Inkubationszeit bei Raumtemperatur abpipettiert. Die denaturierte DNA wurde mit
100 µl Anti-BrdU-POD-Arbeitslösung pro Well detektiert. Die zum immunfluoreszenti-
schen Nachweis differente Methode besteht aus monoklonalen Anti-BrdU-Antikörpern
von Maus-Maus-Hybridzellen, die mit einer Peroxidase markiert sind. Die Inkubations-
zeit betrug 90 Minuten. Um die nicht gebundenen Antikörper zu entfernen, wird die Platte
dreimal mit 200 µl Waschlösung im ELISA-Washer Programm 1 gewaschen, dann abge-
saugt und pro Well durch 100 µl Substratlösung ersetzt. Die Peroxidase setzt das hin-
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zugegebene Substrat Tetramethylbenzidin zu einem grünfarbigen Produkt um. Die Platte
wird für zehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, bevor die Reaktion mit 25 µl ein-
molarer H2SO4 gestoppt und im ELISA-Reader die Extinktion bei 450 nm gegen eine
Referenzwellenlänge von 690 nm gemessen wird. Als Blank, von dem alle anderen Werte
abgezogen wurden, wurde 100 µl Medium mit 10 µl BrdU-labeling-Lösung und 100 µl
Anti-BrdU-POD mit gleicher Behandlung jedoch ohne Mausfibroblasten mitgeführt. Die
gemessene Extinktion beruht auf der Substratumsatzmenge, welche wiederum abhängig
ist von der BrdU-anti-BrdU-Bindung. Die Extinktion ist folglich dem Anteil neu synthe-
tisierter zellulärer DNA direkt proportional.
3.4.4.2 WST-1-Test – Colorimetrie
Mit dem WST-1-Test kann die metabolische Aktivität der auf den Testfolien befindlichen
Mausfibroblasten erfasst werden. In die 96er Wellplatte mit Testfolienextrakten wurde
pro Well 10 µl WST-1-Reagenz pipettiert und für zwei Stunden im Zellkulturinkubator
unter Standardbedingungen inkubiert. In dieser Zeit wird die hellrötliche WST-1 Rea-
genz, 4-[3-(4-Iodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzenedisulfonate ka-
talysiert durch mitochondriale Dehydrogenasen zu tiefrotem Formazan reduziert.
Ein Blank mit 100 µl RPMI-1640 + 10% FKS und 10 µl WST-1-Reagenz ohne Mausfibro-
blasten diente als Leerwert. Die Extinktion der Prüfmedien wurde nach kurzem Schütteln
mithilfe eines ELISA-Readers bei einer Wellenlänge von 450 nm gegen eine Referenz-
wellenlänge von 690 nm gemessen. Die Extinktion ist der Anzahl metabolisch aktiver
Mausfibroblasten direkt proportional und kann zur Messung der Zellstoffwechselaktivität
genutzt werden.
3.5 Testkits mit Lösungen
Für die Hämalaunfärbung wurde Mayers-Hämalaunlösung und 3,7%iges Formalin be-
nutzt.
Der Vitalitätstest wurde mit Fluoresceindiacetat-FDA-Stammlösung (5 mg Fluorescein
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Diacetate/ml Azeton) und Ethidiumbromid-EB-Stammlösung (0, 5 mg Ethidiumbromid/ml
physiologischer 0,9% NaCl Lösung) durchgeführt.
Für den colorimetrischen BrdU-Test wurde ein Testkit „Cell Proliferation ELISA, Br-
dU (colorimetric)“ der Firma Roche Molecular Biochemicals, Sandhofer Strasse 116, D-
68305 Mannheim eingesetzt.
Für den colorimetrischen WST-1-Test an den Zellextrakten wurde ein Testkit der Firma
Roche Diagnostics GmbH, Roche Applied Science, Nonnenwald 2, D-82372 Penzberg
benutzt.
3.6 Statistische Auswertung
Die Nullhypothese lautet: Es besteht kein Unterschied zwischen den Testfolien und der
Negativkontrolle. Die Gegenhypothese hingegen lautet: Es besteht ein Unterschied zwi-
schen den Testfolien und der Negativkontrolle. Die Testverfahren wurden oben erläutert.
Zur statistischen Auswertung wurde auf „SPSS 12 Software“ zurückgegriffen und eine
statistische Beratung durch das Institut für Statistik der RWTH Aachen wahrgenommen.
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4 Ergebnisse
Im Rahmen einer 18-monatigen Studie wurden an fünf verschiedenen Folien fünf un-
terschiedliche Biokompatibilitätstests durchgeführt. Alle Versuche wurden nach den in
Abschnitt 3.4 beschriebenen Protokollen durchgeführt. In diesem Kapitel werden die Er-
gebnisse der durchgeführten Versuche in schriftlicher und graphischer Form präsentiert.
In den folgenden Abschnitten bezeichnet n die Anzahl der den Daten zugrundeliegenden
Versuche, nEW bezeichnet die Anzahl der Einzelwerte, nMW die Anzahl der Mittelwerte,
SD die empirische Standardabweichung.
4.1 Biokompatibilitätsmessungen
Tabelle 4.1 zeigt die Anzahl der durchgeführten Versuche an den modifizierten Silikon-
folienoberflächen sowie mitgeführten Negativ- und Positivkontrollen. Differierende Ver-
suchszahlen ergeben sich aus methodisch falsch durchgeführten Tests.
Das Wachstumsverhalten von L929-Mäusefibroblasten bei gewohnter Zellpflege kann der
folgenden Graphik 4.1 aus über sieben Tagen erhobenen Zelldichtedaten entnommen wer-
den.
4.1.1 Zellmorphologische Untersuchung
Die Zellmorphologie wurde nach der in Abschnitt 3.4 beschriebenen Vorgehensweise an-
hand von Hämalaun gefärbten L929 Zellen beurteilt. Bewertet wurden das mikrosko-
pische Erscheinungsbild der Zellen, das Zellspreading und die Zelldichte. Die auf den
Testfolien vorhandenen Zellen zeigen in diesem Test keinen Anhalt auf Zytotoxizität.
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HHHHHHHHFolie
Test
Morphologie Vitalität ZD Prolif. Stoffw.
Heparin-NCO-sP(EO-stat-PO) 15 16 16 69 69
NCO-sP(EO-stat-PO) 20 22 22 80 80
Unbeschichtet 23 17 17 85 85
Negativkontrolle 10 18 18 83 83
Positivkontrolle 16 18 18 81 81
Tabelle 4.1: Überblick über die Anzahl der durchgeführten Versuche in Abhängigkeit der
verschiedenen Folienstrukuren. ZD = Zelldichte. Prolif. = Zellproliferation.
Stoffw. = Stoffwechselaktivität.
Die Zellmorphologie der Heparin-NCO-sP(EO-stat-PO)-Silikonfolie (n = 15) ist nor-
mal, die Zellkerne vom Zytoplasma abgegrenzt. Die Zytoplasmamembran zeichnet sich
ab. Das Zellspreading und die Zelldichte sind im Vergleich zur Negativkontrolle beide
geringer ausgeprägt.
Die L929 Zellen zeigen auf der NCO-sP(EO-stat-PO)-Silikonfolie (n = 20) eine nor-
male Zellmorphologie mit gegen das Zytoplasma abgrenzbaren Kernen sowie intakter
Zytoplasmamembran. Auffällig ist hier ein im Vergleich zur unbeschichteten Silikonfolie
und Negativkontrolle deutlich geringeres Zellspreading sowie eine geminderte Zelldichte.
Auch in Korrelation zur Heparin-NCO-sP(EO-stat-PO)-Silikonfolie ist das Zellspreading
stärker gemindert. Ein bei der Heparin-NCO-sP(EO-stat-PO)- als auch bei der NCO-
sP(EO-stat-PO)- modifizierten Folie gemindertes Spreading weist auf verminderte Zel-
ladhäsion auf den Folien hin.
Auf der unbeschichteten Folie (n = 23) kann ein der Negativkontrolle ähnliches Zellbild
mit normaler Zellmorphologie und sehr gut gespreadeten Zellen beobachtet werden.
Als Negativkontrolle präsentiert sich die Biofolie (n = 10) mit normaler Zellmorphologie
bei sehr gutem Zellspreading und hoher Zelldichte.
Auf der PVC-Folie (n = 16) sind vor allem Zellfragmente und selten vereinzelt abgeku-
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Abbildung 4.1: Wachstumsverhalten von L929 über sieben Tage (Mittelwerte ±2 SD, n =
6).
gelte Zellen zu erkennen. Eine normale Zellmorphologie ist hier nicht zu finden. Dieses
Zellverhalten spiegelt die Zytotoxizität der Folie wieder.
Die Ergebnisse der Morphologietestung der verschiedenen Oberflächen decken sich mit
den Ergebnissen zur Zellvitalität und sind in Abbildung 4.2 repräsentativ dargestellt.
4.1.2 Vitalitätstest – Immunfluoreszenz
Nach Durchführung des in Kapitel 3.4 beschriebenen Protokolls wurde von jeder Fo-
lie mittels einer Fluoreszenzkamera unter mikroskopischer Kontrolle ein repräsentativer
Folienausschnitt abgelichtet. Beurteilt wurden die vitale sowie nonvitale Zellanzahl, die
Zelldichte und das Zellspreading. Aus der Messung der absoluten Gesamtzellzahl pro
Folienausschnitt erfolgte die Berechnung der Zelldichte. Abbildung 4.3 zeigt die Vertei-
lung der Zelldichten, die aus der manuellen Zellzählung pro Folienausschnitt berechnet
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(a) Heparin-NCO-sP(EO-stat-PO)-Silikonfolie (b) NCO-sP(EO-stat-PO)-Silikonfolie
(c) Unbeschichtete Silikonfolie (d) Biofolie, Negativkontrolle
(e) PVC-Folie, Positivkontrolle
Abbildung 4.2: Morphologietest an L929 Zellen in Abhängigkeit von der Folienstruktur.
Durchlichtmikroskopie, Vergrößerung 10×.
4.1 Biokompatibilita¨tsmessungen 39
wurden.
Abbildung 4.3: Zelldichte in Abhängigkeit von der Folienstruktur: Heparin-NCO-sP(EO-
stat-PO)-Silikonfolie (n = 16), NCO-sP(EO-stat-PO)-Silikonfolie (n =
22), Unbeschichtete Silikonfolie (n = 17), Biofolie (n = 18), PVC-Folie
(n = 18). Box plot.
Die Zelldichte der Heparin-NCO-sP(EO-stat-PO)- sowie NCO-sP(EO-stat-PO)- Beschich-
tung liegt im Median mit 237, 01 c/mm2 bzw. 213, 44 c/mm2 niedriger als die Zelldichte
der unbeschichteten Silikonfolie (364, 52 c/mm2) und der Negativkontrolle (372, 83 c/mm2).
Die Positivkontrolle weist mit einem Median von 14, 55 c/mm2 eine sehr geringe Zell-
dichte auf.
Die Zelldichte-Streubreite der NCO-sP(EO-stat-PO)-Beschichtung ist geringer als die der
Heparin-NCO-sP(EO-stat-PO)-, der unbeschichteten Silikonfolie und Biofolie, welches
sich in einem geringeren Mittelwert von 287, 93 c/mm2 für die Zelldichte der NCO-
sP(EO-stat-PO)-Silikonfolie widerspiegelt.
Anzumerken ist, dass die Zelldichte aus allen, d.h. vital sowie nonvital angefärbten Zellen
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berechnet wurde. Der Anteil an vitalen zu toten Zellen wurde mittels manueller Zählung
beim Vitalitätstest errechnet. Die Färbung der L929 Zellen im Vitalitätstest zeigt nach
direktem Kontakt eine für die drei untersuchten Beschichtungen vergleichbar hohe An-
zahl an vitalen Zellen wie bei den Negativkontrollen. Im Gegensatz hierzu fehlt bei den
Positivkontrollen eine zytoplasmatische Anfärbung, hier zeigen sich viele rot angefärb-
te Zellkerne als Zeichen für nonvitale Zellen. Aus Abbildung 4.4 ist die Zellvitalität der
Folienarten zu entnehmen. Die Vitalität der Versuchsgruppen zeigt Mittelwerte, die kon-
stant mit rund 99% im Bereich der Vitalität der Negativkontrolle lagen. Die im Mittel mit
0,91% geringe Vitalität der Positivkontrolle verdeutlicht die Toxizität der PVC-Folien.
Abbildung 4.4: Vitalitätstest, Vitaler Zellanteil und toter Zellanteil in Abhängigkeit
von der Folienstruktur: Heparin-NCO-sP(EO-stat-PO)-Silikonfolie (n =
16; SD0,72), NCO-sP(EO-stat-PO)-Silikonfolie (n=22; SD1,16), Unbe-
schichtete Silikonfolie (n=17; SD0,87), Biofolie (n=18; SD0,30), PVC-
Folie (n=18; SD2,61). Mittelwerte.
Im Folgenden sind repräsentative Beispiele der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen
bei einem Vitalitätstest für jede Folienart aufgeführt. Die Ergebnisse der Zellvitalität kor-
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relieren mit den Ergebnissen zur Zellmorphologie.
4.1.3 Zellproliferationstest – Immunfluoreszenz
Die direkte Testung der Proliferationsaktivität der L929-Mausfibroblasten beruht auf dem
Nachweis von in proliferierende Zellen eingebautes Fluorescein-markierten 5-Brom-2’-
Desoxyuridin (BrdU). Die mit der Fluoreszenzkamera aufgenommenen Bilder wurden
aufgrund von Fluoreszenzüberstrahlung bzw. starker Fluoreszenzintensitätsschwankun-
gen nur zu etwa ein Viertel, fünf Proben pro Folienart, qualitativ ausgewertet. Es gibt
große Schwankungen, sowohl in der Floureszenzintensität als auch in der Zellzahl inner-
halb einer Folienart, so dass nur eine grobe Aussage für diesen Test getroffen werden
kann. Bis auf die PVC-Folie zeigen die anderen Folien durchschnittlich ähnlich viele pro-
liferierende Zellen. Die PVC-Folie zeigt keinerlei proliferierende Zellen.
4.1.4 Zellproliferationstest – Colorimetrie
Die Kinetik der Zellproliferation wurde anhand der BrdU-Aufnahme während der DNA-
Synthese mittels eines colorimetrischen BrdU-Tests quantifiziert. Die Durchführung er-
folgte gemäß Kapitel 3.4. Labor- und Messfehler erlaubten eine Auswertung von acht
Testzyklen bei vierzehn Messungen. Pro Testzyklus wurden je nach gewonnener Extrakt-
menge durchschnittlich zehn Wells pro Folienart geprüft. Dabei wurden die gemittelten
Messwerte der Negativkontrolle nach Abzug des jeweils mitgeführten Blanks gleich 1,0
gesetzt und dieser mit den Messreihen der Testfolien anhand eines Zellproliferationsin-
dices verglichen. Der Zellproliferationsindex wurde nach Blankabzug anhand des Ver-
hältnisses zwischen dem Untersuchungsproben-Mittelwert und dem Negativkontrollen-
Mittelwert ermittelt. Somit besteht eine Vergleichsmöglichkeit der Zellproliferationsindi-
ces der Testfolienkategorie in Relation zur Negativkontrolle. Die Zellproliferationindices
werden in Abbildung 4.6 veranschaulicht.
Im Vergleich der Mittelwerte zeigt sich eine je nach Folienextrakt im Vergleich zur Bio-
folie mehr oder weniger starke Inhibition der Zellproliferation für alle Testfolienextrakte.
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(a) Heparin-NCO-sP(EO-stat-PO)-Silikonfolie (b) NCO-sP(EO-stat-PO)-Silikonfolie
(c) Unbeschichtete Silikonfolie (d) Biofolie, Negativkontrolle
(e) PVC-Folie, Positivkontrolle
Abbildung 4.5: Vitalitätstest an L929 Zellen in Abhängigkeit von der Folienstruktur.
Fluoreszenzmikroskopie, Vergrößerung 10×.
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Abbildung 4.6: Colorimetrischer Zellproliferationstest, Extinktion in Relation zur Nega-
tivkontrolle in Abhängigkeit von der Extraktart: Heparin-NCO-sP(EO-
stat-PO)-Silikonfolie (nMW = 8; nEW = 69; SD0, 48), NCO-sP(EO-stat-
PO)-Silikonfolie (nMW = 8; nEW = 80; SD0, 68), Unbeschichtete Sili-
konfolie (nMW = 8; nEW = 85; SD0, 52), Biofolie (nMW = 8; nEW =
83; SD0, 00), PVC-Folie (nMW = 8; nEW = 81; SD0, 03).
Für Heparin-NCO-sP(EO-stat-PO)-Silikon und NCO-sP(EO-stat-PO)-Silikon ergibt sich
eine Extinktion von 0,87 ( SD0, 48 bzw. 0, 68) und ein im Vergleich zur Biofolie um
den Faktor 1,15 verringertes Zellproliferationsverhalten, die Extrakte des unbeschichte-
ten Silikons bei 0,78 ( SD0, 52) um Faktor 1,28. Das PVC-Folienextrakt hemmt bei einer
Extinktion von 0,046 ( SD0, 03) das Zellwachstum sehr stark um den Faktor 21,98, ver-
einbar mit der Toxizität dieser Folie. Um gemessenen Extremwerten weniger Gewichtung
zuzuschreiben wurde das folgende Boxplotdiagramm 4.7 mit Medianen erstellt.
Hier ist eine Inhibition des Zellwachstums für die Heparin-NCO-sP(EO-stat-PO)-Folie
nicht ersichtlich, hingegen stellt sich in Relation zur Biofolie ein nicht signifikant (p>0,05)
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Abbildung 4.7: Colorimetrischer Zellproliferationstest, Extinktion in Relation zur Nega-
tivkontrolle in Abhängigkeit von der Extraktart: Heparin-NCO-sP(EO-
stat-PO)-Silikonfolie (nMW = 8; nEW = 69; SD0, 48), NCO-sP(EO-stat-
PO)-Silikonfolie (nMW = 8; nEW = 80; SD0, 68), Unbeschichtete Sili-
konfolie (nMW = 8; nEW = 85; SD0, 52), Biofolie (nMW = 8; nEW =
83; SD0, 00), PVC-Folie (nMW = 8; nEW = 81; SD0, 03).
erhöhtes Zellwachstum von 1,06 dar. Die Extrakte der NCO-sP(EO-stat-PO)-Folie sowie
die der unbeschichteten Folie präsentieren bei einer Extinktion von 0,84 bzw. 0,76 eine
um Faktor 1,18 bzw. 1,14 geringere Zellproliferation als auf der Biofolie, die jedoch keine
Signifikanz aufzeigt. Die PVC-Extrakte weisen mit 0,03 bzw. 32,97-facher Reduktion im
Vergleich zu Biofolie kaum Zellproliferation auf. Auffällig ist eine breite Wertevariabilität
der Ergebnisse für die Testfolien, ausgenommen das PVC-Folienextrakt, das kontinuier-
lich ein signifikant geringeres Zellwachstum aufweist als die Negativkontrolle (p<0,05)
und auch ein signifikant geringeres Zellwachstum als die Heparin-NCO-sP(EO-stat-PO)-,
NCO-sP(EO-stat-PO)- und unbeschichteten Extrakte.
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4.1.5 Stoffwechselaktivitätstest – Colorimetrie
Die metabolische Aktivität der Zellen wurde mittels mitochondrialem WST-1-Reagenz-
Umsatzes in den jeweils fünf Extrakten der Folien unter jeweiligem Mitführen eines
Blanks geprüft. Als Vorlage diente das in Kapitel 3.4 beschriebene Versuchsprotokoll.
Zehn von neunzehn Testzyklen konnten bei Abzug von Versuchs- und Messfehler-Proben
ausgewertet werden. Pro Testzyklus wurden analog dem colorimetrischen Zellprolifera-
tionstest je nach gewonnener Extraktmenge mehrere Wells pro Folienart pro Testzyklus
geprüft und ein Stoffwechselaktivitätsindex in Anlehnung an den in 4.1.4 beschriebenen
Zellproliferationsindex errechnet um eine Vergleichsmöglichkeit der Testfoliengruppie-
rungen zu schaffen. Die Stoffwechselaktivitätsindices zeigt Abbildung 4.8.
Im Vergleich der Mittelwerte zeigt sich eine, je nach Folienextrakt im Vergleich zur Bio-
folie, mehr oder weniger starke Inhibition der Stoffwechselaktivität für alle Testfolienex-
trakte. Die Ergebnisse zeigen eine im Vergleich zur Biofolie nicht signifikant ernied-
rigte Stoffwechselaktivität von 0,96 ( SD0, 16) für die Heparin-NCO-sP(EO-stat-PO)-
Probe und 0,88 ( SD0, 40) für die unbeschichteten Silikonfolienproben. Die Heparin-
NCO-sP(EO-stat-PO)-Folie hat keinen hemmenden Einfluss der Stoffwechselaktivität,
im Gegensatz zu den NCO-sP(EO-stat-PO)-Proben, die mit 0,53 ( SD0, 31) eine signifi-
kant geringere Stoffwechselaktivität als die Negativkontrolle erkennen lassen. Die PVC-
Extraktproben weisen im Vergleich zu allen anderen Folien mit einer Stoffwechselaktivi-
tät von 0,18 ( SD0, 17) eine signifikante Reduktion der Stoffwechselaktivität auf.
Die Medianwerte in 4.9 schmiegen sich nah an die Mittelwerte an und zeigen gleiche
Aussagen.
Die Ergebnisse der colorimetrischen Tests ergänzen sich. Die Mausfibroblasten in den
Heparin-NCO-sP(EO-stat-PO)-Extrakten zeigen sowohl in den Proliferations- als auch
den Stoffwechselaktivitäten der Mausfibroblasten, ausgehend von den Boxplotdiagram-
men, ähnlich leicht erniedrigte Werte im Vergleich zur biokompatiblen Negativkontrolle.
Die NCO-sP(EO-stat-PO)-Extraktproben weisen geringere Proliferations- und vor allem
Stoffwechselaktivitätswerte auf. Auch die Proliferations- und Stoffwechselaktivitätsindi-
ces der unbeschichteten Folie liegen unterhalb der Biofolie. Eine extrem starke Reduktion
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Abbildung 4.8: WST-1-Assay colorimetrisch, Extinktion in Relation zur Negativkontrol-
le in Abhängigkeit von der Extraktart: Heparin-NCO-sP(EO-stat-PO)-
Silikonfolie (nMW = 10; nEW = 92; SD0, 16), NCO-sP(EO-stat-PO)-
Silikonfolie (nMW = 10; nEW = 86; SD0, 31), Unbeschichtete Silikon-
folie (nMW = 10; nEW = 95; SD0, 40), Biofolie (nMW = 10; nEW =
91; SD0, 00), PVC-Folie (nMW = 10; nEW = 91; SD0, 17).
in beiden Indices zeigt die PVC-Folie.
Tabelle 4.2 gibt einen Überblick über die Versuchsergebnisse:
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Abbildung 4.9: WST-1-Assay colorimetrisch, Extinktion in Relation zur Negativkontrol-
le in Abhängigkeit von der Extraktart: Heparin-NCO-sP(EO-stat-PO)-
Silikonfolie (nMW = 10; nEW = 92; SD0, 16), NCO-sP(EO-stat-PO)-
Silikonfolie (nMW = 10; nEW = 86; SD0, 31), Unbeschichtete Silikon-
folie (nMW = 10; nEW = 95; SD0, 40), Biofolie (nMW = 10; nEW =
91; SD0, 00), PVC-Folie (nMW = 10; nEW = 91; SD0, 17).
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HHHHHHHHFolie
Test
Morphologie Vitalität ZD Prolif. Stoffw.
Heparin-NCO-sP(EO-stat-PO) SP niedrig-normal 99,7 91,1 0,87 0,96
NCO-sP(EO-stat-PO) SP niedrig 99,4 72,4 0,87 0,53
Unbeschichtet SP normal 99,6 106,2 0,78 0,88
Negativkontrolle SP normal 99,8 100,0 1,00 1,00
Positivkontrolle Zellfragmente 0,9 17,9 0,05 0,18
Tabelle 4.2: Überblick der Zytotoxizitätstests in Abhängigkeit der verschiedenen Folien-
strukturen. Daten der Negativkontrollen gelten als Normalwert und sind als
100% vom Mittelwert definiert. Mittelwertangaben. SP = Zellspreading. ZD
= Zelldichte. Prolif. = Zellproliferation. Stoffw. = Stoffwechselaktivität.
5 Diskussion
Bis zur heutigen Zeit wurde in der Ophthalmologie trotz weltweit intensiver Forschungs-
bemühungen kein Implantationsmaterial entwickelt, das als komplikationsfrei bei zu-
gleich sehr guter Biokompatibilität bezeichnet werden könnte, so dass die Suche nach
einem Solchen fortwährend weitergeführt wird. Auch diese Arbeit entstand aus dem Ge-
danken ein Material zum intraokulären Einsatz zu erforschen, welches nicht nur biokom-
patibel ist, sondern gleichzeitig proliferative intraokuläre Komplikationen verhindert.
Auf dem Weg dorthin beschäftigt sich die vorliegende Dissertation mit Untersuchungen
von beschichteten Silikonfolien. Es finden Versuche zur Biokompatibilität statt und zu-
dem wird der Frage nach proliferatonsmodulierendem Zellverhalten mittels unterschied-
licher Folienmodifikationen im Hinblick auf einen intraokulären Einsatz nachgegangen.
Die Untersuchungen wurden nach den in Kapitel 3 vorgestellten in-vitro Tests an unter-
schiedlich beschichteten Folien durchgeführt. Die Ergebnisse präsentiert Kapitel 4.
5.1 Methodik
Bei kritischer Durchsicht sind bei den Auswertungen der Tests teils große Standardab-
weichungen auffällig. Mögliche Ursache hierfür ist, dass für jede Folienauswertung eine
zuvor mikroskopische Sichtung der gesamten Folie erfolgte und entsprechend ein reprä-
sentatives Areal für die Messungen an jeder Folie ausgewählt wurde. Die jeweiligen an-
deren Folienabschnitte konnten demnach nicht mitberücksichtigt werden. Zudem trägt
die, im Vergleich zu groß angelegten Studien, geringe Stichprobenanzahl zur Höhe der
Standardabweichung bei.
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Als zweites ist zu berücksichtigen, dass bei in-vitro Messungen die Zellen nicht wie in-
vivo in ihrer natürlichen Umgebung vorliegen, sondern in isolierter Form. Eine Nachbil-
dung aller in-vivo Effekte ist nur mit Einschränkung möglich, da z.B. komplexe Zellreak-
tionen im Gewebsverband, Tumorbildung und Sensibilisierung durch Allergene auf eine
reguläre in-vivo Durchblutung angewiesen sind. Solche induzierbaren Gewebereaktionen
und -effekte auf das zu testende Implantatmaterial, welche über Monate und Jahre an-
dauern, können nur langfristige in-vivo Studien zeigen. Isolierte Zellen können nur über
einen relativ gesehen kurzen Zeitraum in Kultur gehalten werden. Bei Schlussfolgerun-
gen aus in-vitro Ergebnissen auf in-vivo Gewebsverbandverhalten sollte immer Vorsicht
geboten sein. Hingegen können durch diese in-vitro Studie primäre Hinweise auf die na-
türliche Zellreaktion in Verbindung mit dem Implantationsmaterial und dessen Extrakten
aufgedeckt werden. Weiterführende in-vivo-Versuche mit intraokulärer Implantation des
Materials sind erforderlich. Erste Versuche wurden bereits an Kaninchenaugen durchge-
führt. Die endgültigen Ergebnisse bleiben abzuwarten.
Bei der Vorbereitung der Folien ist die korrekte Anwendung des Sterilisationsverfah-
rens zu beachten. In dieser Arbeit wurden die Folien von autorisiertem Personal der
Zentralsterilisation des Aachener Universitätsklinikums mittels Plasmasterilisationsver-
fahren sterilisert. Vor Testdurchführung ist insbesondere auf ein ausreichendes Entgasen
der Folien im Lyophilisator über Nacht bzw. dreitägiges Ruhen bei Raumluft nach er-
folgter Plasmasterilisation geachtet worden. Lleixà et al. befand die Plasmasterilisation
als gute Sterilisatonsmöglichkeit für NCO-sP(EO-stat-PO)-Beschichtungen (Lleixa Cal-
vet et al., 2008). Lerouge und Mitarbeiter haben gezeigt, dass Plasmasterilisation einen
toxischen Effekt auf die verarbeitenden Materialen haben kann (Lerouge et al., 2002).
Dieser Unsicherheitsfaktor muss bei den Ergebnissen berücksichtigt werden. Im Vita-
litätstest zeigte keine Oberflächenmodifikation Hinweise auf Zytotoxizität. Sowohl die
Heparin beschichtete NCO-sP(EO-stat-PO), NCO-sP(EO-stat-PO) als auch die unmodi-
fizierte Silikonfolie präsentierten sich in den Testreihen mit einer durchschnittlichen Vi-
talität um 99%, siehe Abbildung 4.4.
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5.2 L929 und in-vitro-Biokompatibilitätstestung
Die Verwendung von Mausfibroblasten ist eine international gemäß DIN EN ISO 10993-5
etablierte Zellform zur frühen Prüfung der in-vitro Zytokompatibilität von Biomaterialien.
Schon Mittermayer et al. kamen bei ihren Forschungen zum EU-Programm mit dem Titel
„Standardization, Measurement and Testing“ zu dem Schluss, dass sich L929 als hevor-
ragende Zelllinie für Zytotoxizitätsprüfungen von Implantatmaterialien bewiesen, da sie
unmittelbar ersichtlich anhand ihrer morphologischen Eigenschaften und metabolischen
Aktivität einen toxischen Einfluß anzeigen. Sie werden seit Jahren in der ophthalmologi-
schen Abteilung der RWTH Aachen eingesetzt. Sie sind in Zellkultur unkompliziert zu
führen und haben eine Generationszeit von 24 Stunden. Bereits Johnson et al. hoben den
Vorteil bei Versuchen mit einer Zelllinie bezüglich der Reproduzierbarkeit der Ergebnis-
se hervor (Johnson et al., 1985). Bei etablierten Zelllinien wie L929 sind unter optima-
len Pflege- und Wachstumsbedingungen Morphologie und Generationszeit der Zellen be-
kannt (Gebauer-Hartung et al., 1995). Leichte Veränderungen der Parameter durch einen
zytotoxischen Materialeinfluß sind unmittelbar festzustellen. Aus diesen Gründen ist die
Zelllinie L929 für die zellbiologischen Testungen in dieser Arbeit auserwählt worden.
In-vivo Untersuchungen können zwar durch in-vitro Tests nicht ersetzt werden, jedoch
setzt die Zertifizierung von Biomaterialien für den medizinischen Einsatz u.a. Prüfungen
auf in-vitro Zytotoxizität voraus (Wenzel, 2000) (Dekker et al., 1994). Es muss gewähr-
leistet sein, dass die zu implantierenden Materialien nicht zytotoxisch auf kontaktierba-
re Zellen und Gewebe wirken. Um die Biokompatibilität der in der Studie vorliegenden
Testfolien zu überprüfen, wurden sowohl direkte Testverfahren in direktem Material-Zell-
Kontakt als auch indirekte Testverfahren mit Extrakt-Zell-Kontakt angewandt. So kann
die Prüfung der Zytotoxizität des Materials als solches sowie seiner eventuellen Abbau-
produkte gewährleistet werden.
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5.3 Oberflächenmodifikationen
Studien zeigen, dass die Implantatoberfläche über die Biokompatibilität des Implantates
im Körper entscheidet (Thevenot et al., 2008) (Groll et al., 2009) (Zhu et al., 2004). Tehr-
ani et al. beschreiben diese Kausalität detaillierter für eingesetzte intraokulare Linsen im
Hinblick auf uveale Biokompatibilität (Tehrani et al., 2004). In dieser Arbeit werden un-
terschiedliche Oberflächenmodifikationen von Polydimethylsiloxan verwendet und unter-
sucht. Es wurden mit Heparin beschichtete NCO-sP(EO-stat-PO), NCO-sP(EO-stat-PO)
beschichtete sowie nicht beschichtete Silikonfolien auf Biokompatibilität hin untersucht.
Das Aufbringen von hydrophilen Polymerschichten auf hydrophobe Oberflächen ist ein
Lösungsweg um eine unspezifische Proteinabsorption zu verhindern. Polyethylenglykol-
derivate sind aufgrund ihrer ausgeprägten proteinabstoßenden Wirkung bekannt (Tessmar
und Göpferich, 2007) (Jo und Park, 2000) (Herman et al., 1995) (Prime und Whitesides,
1991). Diese verringert Immunreaktionen und trägt zur besseren Verträglichkeit wesent-
lich bei (Veronese und Mero, 2008). Um die proteinabweisende Wirkung entfalten zu kön-
nen, muss ein dichtes Netzwerk von sternförmigen Polyethylenglykolen erzeugt werden,
welches unspezifische Proteinbindungen abweist. In dieser Arbeit wurde mittels Vernet-
zung ein dichtes Netzwerk der PEG-Ketten, verbunden durch Harnstoffgruppen, geschaf-
fen. Die NCO-sP(EO-stat-PO)-Beschichtung wurde in Studien des Deutschen Wollfor-
schungsinstitut der RWTH Aachen näher erforscht. Intensiv beschäftigten sich Groll et
al. mit diesem außergewöhnlichen Material. Es hat sich gezeigt, dass mit Ammoniakplas-
ma und anschließender NCO-sP(EO-stat-PO)-Beschichtung behandeltes PDMS unspezi-
fische Proteinadsorption verhindert werden kann und aufgrund der hohen Oberflächen-
beschichtungsdichte sternförmige Polyethylenglykole hierbei effizienter wirken als eine
Beschichtung mit linearen Polyethylenglykolen (Groll et al., 2005). Groll et al zeigten
dies insbesondere für biologisch relevante pH-Spannweiten von 5-9,5 (Groll, 2004a). Die
Ergebnisse von Studien anderer Autoren bestätigen diese Eigenschaft (Heuberger et al.,
2005) (Heyes et al., 2007) (Bozukova et al., 2007). Polyethylenglykole wirken nicht nur
proteinabweisend sondern widerstehen auch Thrombozytenadhäsion (Jenney und Ander-
son, 1999) (Deible et al., 1999) und sie zeigen mit ihrer hydrogelartigen Struktur eine
5.3 Oberfla¨chenmodifikationen 53
hohe Wasserlöslichkeit.
Die Ergebnisse unserer Arbeit stimmen mit denen der Arbeit von Groll et al. überein.
Während den hiesigen Untersuchungen fiel eine Repulsivität der Medien auf den NCO-
sP(EO-stat-PO) beschichteten Folien auf. Für die zellabweisenden Eigenschaften der NCO-
sP(EO-stat-PO)-Beschichtung spricht das in dieser Arbeit gezeigte verminderte Zellsprea-
ding und die verminderte Zelldichte bei gleichwohl hoher Vitalität der Fibroblasten. Als
zusätzlicher Hinweis für weniger Zellproliferation auf den NCO-sP(EO-stat-PO)-Folien
zeigen diese im colorimetrischen BrdU-Proliferationstest eine Extinktionsminderung, wel-
che sich in der der Stoffwechselaktivitätsmessung per WST-1-Test als nunmehr signifikant
erweist.
Heparin übt nicht nur seine Wirkung als Katalysator der Antithrombin III Funktion mit
folglich antikoagulatorischer Wirkung (Petitou et al., 2003) aus, sondern interagiert neben
Antithrombin III auch mit vielen anderen Molekülen z.B. Wachstumsfaktoren wie Fibro-
blastenwachstumsfaktoren (Spinelli et al., 2008) (Mach et al., 1993), Chemokinen wie PF-
4 (Mikhailov et al., 1999) Adhäsionsproteinen wie Selektinen (Koenig et al., 1998) und
auch mit pathogenen Proteinen wie HIV-1 gp120 (Rider et al., 1994). Es wurde gezeigt,
dass eine Heparinaufpfropfung über Polyethylenglykole die Bioaktivität des Heparinmo-
leküls im Vergleich zur direkten Immobilisierung verstärkt (Chen et al., 2005). In unseren
Studien erwies sich die aufgepfropfte Heparinbeschichtung als ebenso zellfreundlich wie
die alleinige NCO-sP(EO-stat-PO)-Beschichtung bzw. die Negativkontrolle mit einer Vi-
talität von im Mittel 99,7% der auf der Folie befindlichen L929-Zellen. Amon et. al zeigte
mittels spiegelmikroskopischer Untersuchung zelluläre Reaktionen auf verschiedenen In-
traokularlinsen. Hierbei erwiesen sich die heparinmodifizierten Implantate als weniger oft
zellbesiedelt als herkömmliche PMMA-Linsen (Amon und Menapace, 1994). Die Hepa-
rinaufpropfung zeigt auch bei uns sowohl in der Zelldichtemessung als auch in der rein
optischen Betrachtung der fotografierten Bildausschnitte eine geminderte Zelldichte auf
den Heparin-NCO-sP(EO-stat-PO)-Folien im Vergleich zur Negativkontrolle und unter-
streicht mit diesen Ergebnissen die Arbeiten von Larsson et. al, der 1989 feststellte, dass
Heparin die Proliferation von Fibroblasten unterdrückt (Larsson et al., 1989). Einen so
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zellabweisenden Effekt wie die NCO-sP(EO-stat-PO)- kann jedoch die Heparinbeschich-
tung laut unseren Ergebnissen nicht aufweisen. Sowohl die Zelldichtemessung als auch
die Zellproliferations- sowie die Stoffwechselaktivitätmessung der Zellen demonstrieren
keine signifikante Reduktion im Vergleich zur Negativfolie. Tendenziell jedoch reduziert
die Heparinbeschichtung die Zelldichte und die Stoffwechselaktivität der Zellen. Die Zell-
proliferationsmessung ist ähnlich die der Biofolie.
Unklar ist der Aspekt der Langzeitstabilität der Heparin-NCO-sP(EO-stat-PO)-Beschichtung.
Es wird vermutet, dass die Heparinbeschichtung sich langzeitstabil verhält ähnlich den
Kapillaren im medizinischen Gebrauch. Konklusiv hierzu belegen Dick et. al die Lang-
zeitstabilität der Heparinbeschichtung nach vielen Jahren bei heparinbeschichteten Intrao-
kularlinsen (Dick et al., 1997). Durch unsere Arbeit kann dies nicht weiter eruiert werden.
Hierzu müssten weitere Langzeitversuche folgen.
Diese Arbeit stellt einen essentiellen Baustein zur Entwicklung eines optimalen Mate-
rials hinsichtlich biologischer Verträglichkeit im Augenmilieu dar, ein Milieu, in dem
Entzündungs- und Narbenreaktionen minimiert werden müssen. In unserer Studie zeigen
beide Folien die oben erläuterten zellabweisenden Eigenschaften. Die Gegenhypothese
bestätigt sich insofern, als dass ein nicht signifikanter Unterschied bezüglich der Vitalität
der Zellen auf beiden mit NCO-sP(EO-stat-PO) beschichteten Folien im Vergleich zur
Negativkontrolle besteht, und gleichzeitig eine signifikant geringere Stoffwechselaktivi-
tät der Zellen auf der NCO-sP(EO-stat-PO) beschichteten Folie. Bei der Heparin-NCO-
sP(EO-stat-PO)-Beschichtung ist die Stoffwechselaktivität der Zellen auf den Folien je-
doch nicht signifikant reduziert. In Punkto Zellproliferationtestung gibt es auf beiden be-
schichteten Folien keinen signifikanten Unterschied im Vergleich zur Negativkontrolle, so
dass sich insgesamt die Gegenhypothese nicht in allen Punkten bestätigen lässt. Im Ver-
gleich der beiden oberflächenbeschichteten Folien kann zusammenfassend gesagt wer-
den, dass beide im Hinblick auf ihre hohe Biokompatibilität gleichwertig sind, aber bei
den Folien mit NCO-sP(EO-stat-PO)-Beschichtung die antiadhäsive Eigenschaft ausge-
prägter ist als bei den Heparin-NCO-sP(EO-stat-PO)-Folien, und somit die NCO-sP(EO-
stat-PO)-Beschichtung die Heparin beschichteten Folien an Platz 2 verdrängt. Konklusiv
5.3 Oberfla¨chenmodifikationen 55
sprechen wir eine Empfehlung zur Durchführung weiterer intraokularer Implantations-
Studien insbesondere mit der NCO-sP(EO-stat-PO)-beschichteten Folie aus.
Einsatzmöglichkeiten beider beschichteter Folien und insbesondere der NCO-sP(EO-stat-
PO)-beschichteten Silikonfolie könnten in der Therapie komplizierter Netzhautablösun-
gen und proliferativer Vitreoretinopathie liegen – eine Anwendungsoption für Patienten
mit bis zum heutigen Zeitpunkt schlechtem Visusoutcome.
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6 Zusammenfassung
Zellmigration und Zelladhäsion können bei der intraokularen Implantation von Silikon-
materialien wie Einbringung von Irisdiaphragmata ernstzunehmende Komplikationen dar-
stellen. Wir untersuchten Polydimethylsiloxan (PDMS) - Folien, beschichtet mit sternför-
migen isocyanatterminierten Polymeren und einem Rückgrat aus 80% Ethylenoxid/20%
Propylenoxid (NCO-sP(EO-stat-PO)) sowie teils additiver Heparinaufpropfung, mit dem
Ziel, die Zellanhaftung zu verringern ohne die Zellvitalität zu beeinflussen. L929 Maus-
fibroblasten wurden kultiviert und auf sterilisierte Streifen von unbeschichteter, NCO-
sP(EO-stat-PO)-beschichteter und Heparin-NCO-sP(EO-stat-PO)-beschichteter Folie aus-
gesät. PVC-Folie diente als Positivkontrolle, Biofolie von Heraeus als Negativkontrol-
le. Nach 24 Stunden wurde die Vitalität sowie die Zellanhaftung mittels Fluoreszenz-
mikroskopie untersucht; morphologische Zellveränderungen wurden nach Hämalaunfär-
bung dokumentiert. Die Zelldichte wurde ermittelt und eine Quantifizierung der Zell-
proliferation mittels eines BrdU-Testes bewertet; die Quantifizierung der Zellstoffwech-
selaktivität wurde durch einen WST-1-Test analysiert. Die Zellvitalität der Fibroblas-
ten war auf allen getesteten Folien mit Ausnahme der toxischen PVC-Folie ausgezeich-
net. Die NCO-sP(EO-stat-PO)-beschichtete Folie reduziert die Zellstoffwechselaktivi-
tät signifikant. Die Heparinbeschichtungsanalyse zeigt vitale Zellen bei geringerer Zell-
dichte im Vergleich zur Negativkontrolle, die Zellproliferation und Stoffwechselaktivi-
tät weisen keine signifikante Reduktion im Vergleich zur Negativkontrolle auf. Sowohl
die NCO-sP(EO-stat-PO)-beschichtete Folie als auch die Heparin-NCO-sP(EO-stat-PO)-
beschichtete Folie präsentiert sich mit einer hohen Biokompatibilität und reduzierter Zel-
ladhäsion. Die Ergebnisse beider NCO-sP(EO-stat-PO)-beschichteten Folien deuten auf
57
58 6 Zusammenfassung
ein Implantationsmaterial mit geringer Zellmigration und -adhäsion und somit reduzier-
ten implantationsbedingten Komplikationen hin. Konklusiv sprechen wir eine Empfeh-
lung zur Durchführung weiterer Studien mit NCO-sP(EO-stat-PO)-beschichteten Folien
zur intraokularen Implantation aus.
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